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は AR の転写活性を促進し、AR を介した細胞増殖機構を増強させる因子の一つであ
ることが示された。また、AI 治療中に再発した乳癌検体を用いて免疫化学染色を行




以上から、T-47D から樹立した AI 耐性乳癌細胞は、ER 依存性であった細胞増殖
























































きた。その中の一つである、乳癌細胞株MCF-7より樹立した AI耐性モデル Androgen 
Metabolite-Dependent and Estrogen-Depletion-Resistant (AMD-EDR)細胞はアンドロゲン





























グマアルドリッチ (St. Louis, MO, USA)より購入した。 
 
2. 細胞培養 
ER 活性を生存細胞で観察できるように、ER 陽性乳癌細胞株 MCF-7 と T-47D にそ
れぞれ ERE (ERE:Estrogen Response Element）-GFP ( green fluorescent protein)
レポータープラスミドを安定導入したものを使用した 17)。EREに ERが結合すると、
GFP蛋白が発現誘導されて蛍光を発する(図3)。MCF-7、T-47DはRPMI1640培地 (シ
グマアルドリッチ)に 5%あるいは 10%のウシ胎児血清 (FCS; fetal calf serum 
Tissue Culture Biogicals, Turale, CA, USA)を加えたものを用いて 37°C、5% CO2 
で 培 養 し た 。フェノー ル赤無添 加 (PRF:Phenol red free)の RPMI 培 地 
(PRF-RPMI)(Gibco, Brl, Grand Island, NY, USA)に 5%あるいは 10%のデキストラ
ンコート・チャコール処理をしたウシ胎児血清  (DCC-FCS: dextran-coated 
charcoal-treated FCS)を加えた培地をステロイドホルモン除去培地として使用した。
AMD-EDR 細胞は、MCF-7 をステロイドホルモン除去培地にテストステロンを
100nM となるよう添加した培地で 3 カ月以上培養し樹立され、同じ培地条件にて培




細胞をステロイドホルモン除去培地で 3 日間培養した後、24 ウェルプレートに 1 ウ
ェルあたり 20,000 個となるよう播種し、試験対象のステロイドホルモンあるいは薬
剤を添加して 4 日間培養した。その後細胞を回収し、自動細胞計測機 Sysmex 













コントロールベクタープラスミドを5 µlのTransIT LT-1 reagent (Mirus Co., 








5. リアルタイム PCR解析 
細胞からISOGEN (Nippon Gene Co., LTD., Toyama, Japan)を用いてRNAを抽出
し、QuantiTect reverse transcription kit (Qiagen N.V.,Venlo, The Netherlands)を
用いて逆転写しcDNAを作成した。2µlのcDNAを用いてreal-time polymerase chain 
reaction (リアルタイムPCR)を施行し、Step One real-time PCR system (Life 







Complete Lysis-M (Roche, Indianapolis, IN, USA)を用いて細胞を溶解し蛋白質を抽
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出した。蛋白質濃度は BCA Protein Assay Reagent (PIERCE, Rockford, IL, USA)
を用いて測定した。10µg の蛋白質をポリアクリルアミドゲル(Super Sep Ace 10%, 
Wako, Osaka, Japan)で電気泳動し、半乾法により PVDF膜(Amersham Hybond-P 
PVDF membrane, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)に転写した。この膜を一
次抗体と一晩反応させた後、標識二次抗体と二時間反応させた。抗原・抗体複合体を
化学発光基質（Immun-Star AP substrate BIO-RAD Laboratories, Hercules. CA, 
USA)と反応させ、目的の蛋白質バンドを LAS-4000 image analyzer (Fuji Photo 
Film Co., Tokyo, Japan)にて可視化した。Loading controlとしてβ-tubulinを用いた。
一次抗体は Cell Signaling Technology (Tokyo, Japan)の β-tubulin (#2146), AR 
(#3202), PSA (#5365)、Santa Cruz Biotechnology, Inc (Dallas, TX, USA.) の ERα 
(sc-7207)を使用した。二次抗体としてヤギ抗ウサギアルカリフォスファターゼ複合体
(Goat Anti-Rabbit-AP (alkaline phosphatase) conjugate, BIO-RAD Laboratories 




し、24時間後に RNAを上述の方法で抽出した。RNAは Low Input Quick Amp 




Genome DNA Microarray 4x44K ver.2.0 (Agilent Technologies, Inc.) )に 18時間ハ
イブリダイズさせた。ハイブリダイゼーションを行ったアレイを洗浄後、Agilent 
Technology 2100 scanner (Agilent Technologies) を使用して発光強度をスキャンし
た。スキャンしたイメージは Feature Extraction version 10.2 (Agilent Technologies) 
にてデータ化した。データ化したアレイデータは GeneSpring 12.5 (Agilent 
Technologies)を用いて、内部コントロールによる補正グローバルノーマライゼーシ
ョン を行い、サンプル間で発現比(fold change)が 2以上の遺伝子を抽出しリストを










ット（ニチレイバイオサイエンス）を使用しstreptavidin-biotin 増幅法にて行った。  
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1次抗体にはERα(ER1D5, Immunotech, Marseille, France)、 PR(MAB429, 
Chemicon, Temecula, CA, USA)、HER2(A0485, DAKO, Carpinteria, CA, USA))、 










































に比べ、A3及び B4では ERαとその応答遺伝子である PgR、Bcl-2の発現が著明に


































アルタイム PCRによりmRNA発現量を測定したところ、A3及び B4では T-47Dに
比べて発現上昇がみられ、とりわけ PSAの発現量上昇は顕著であった（図 13）。同


























代表的である KLK3 (PSA)25)であり、その発現比は 438倍であった。2番目に高い発




 リアルタイム PCRを行いmRNAの発現量を測定したところ、T-47Dに比べ A3で













6. 乳癌組織における AR・PSAの発現 




的に検討した(表 4、5)。再発時に ERαが陽性から陰転化した症例は 5例であった。
初発時に ARが陰性であった症例は 9例であり、再発時に陽転化した症例は 3例であ
った。初発時に ARが陽性であった症例は 12例であり、うち 2例は再発時に陰転化
した。PSAは初発時に陽性であった症例は認められなかったが、再発時に陽性となっ























渇耐性株も ERα を喪失していた。T-47D 細胞は本研究のようにアンドロゲンの添加
がなくとも、エストロゲン枯渇状況下の条件のみで ERα を喪失しやすい性質を持っ
ていると考える。臨床においても初発時に ERα陽性であった乳癌が、再発時に ERα
が陰転化していることはしばしば見られ 28）、本研究においても AI耐性乳癌 21例中




















序として、AR は ER に競合して遺伝子のエストロゲン応答配列に結合して ERの転
写活性を抑制することや 24）、ARと ERは共通の転写調節因子を持ち、ARは ERの
転写調節因子を競合して用いることでERの転写活性を抑制することが挙げられてい
る 31）。本研究においても、T-47Dでは DHT添加によって ER活性は減少し（図 12）、





































な AR 標的療法が奏功する患者を選別するために、AR 依存性乳癌であることを示
すバイオマーカーの解明が急がれる。本研究の結果から、AR 依存性増殖を示す耐
性株 A3、B4では ERαが消失し(図 7)、ARと PSAの蛋白発現量が亢進しているこ








が発現し、再発時に AR の陽性率そのものは上昇していなかったものの、AR の転
写活性は亢進している可能性があることが推測された。また、ARの陽性率が 90%
と高い症例においても PSAは陰性であり(表 5:症例 11)、ARの発現量のみが ARの
転写活性を規定するわけではないことが示唆された。 











に 2例の PSA陽性症例を認め、陽性率は 3.7%であった 23)。 





































質が変化しており、AR とそのコアクチベーターの発現上昇が AR を介する増殖経路
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図 1. ステロイドホルモンの合成経路と代謝酵素(文献 9より抜粋) 
図 2. Androgen Metabolite-Dependent and Estrogen-Depletion-Resistant (AMD-EDR)細胞
における AI耐性機構 
AMD-EDR は HSD3B1(3β水酸化ステロイド脱水素酵素 1)によりアンドロゲンから
合成された 5α-androstane-3β,17β-diol (3βdiol)がERを活性化することにより増殖する。 
図 3. T-47D細胞への ERE-GFPの導入  




図 4. AI耐性モデル細胞株の樹立  
ERE-GFP を安定導入した T-47D 細胞をステロイド除去培地にテストステロン
100nM となるよう添加した培地にて培養した。継代を重ねるうちに蛍光は徐々に消
失し、3 ヶ月後には蛍光を発する細胞はほとんどなくなった。2 つのコロニーを AI
耐性モデル細胞としてクローニングし、A3、B4と名付けた。  










図 7. ウェスタンブロッティングによるエストロゲン受容体(ERα)の蛋白質発現 
図 8. リアルタイム PCR によるエストロゲン受容体(ERα)とプロゲステロン受容体
(PgR) のmRNA発現量 
RPL13Aにより補正し、T-47Dの発現量を 1とする。平均値をグラフ表示した。 





















図 13. リアルタイム PCR によるアンドロゲン受容体(AR)と PSA の mRNA 発現量
RPL13Aにより補正し、T-47Dの発現量を 1とする。平均値をグラフ表示した。 
図 14. ウェスタンブロッティングによるアンドロゲン受容体(AR)と PSAの蛋白質発
現 
図 15. マイクロアレイ解析で示された発現遺伝子の比(log2) 
中間の線は A3/T-47Dの発現遺伝子の比が 1を示す。上の線は A3に比べ T-47Dにお
いて 2倍、下の線は T-47Dに比べ A3において 2倍の発現比であることを示す。  








図 18. NSD-1015が PSAのmRNA発現量に与える影響 
ステロイド除去培地にて 3 日間培養後、ジヒドロテストステロン(DHT)1nM、
NSD-1015(NSD)、ビカルタミド(Bic)10µM を添加し 24時間後の DDCのmRNA発
現量をリアルタイム PCR にて測定した。RPL13A により補正し、DHT1nM 添加時
の発現量を 1とする。平均値をグラフ表示した。 
図 19. 乳癌組織を用いた PSAの免疫組織化学(400倍)  
Positive controlとして前立腺組織を用いた。症例番号 8・14の 2例で PSA陽性細胞
が認められた。  
図 20. MCF-7, T-47Dから樹立された AI耐性株の耐性機構  


























図 2.  



















図 3.  







































































































































図 13.  














































図 16.  




































   症例番号 8 
   症例番号 14 
   Positive control 
 
図 19.  





図 20.  


























RPL13A NM_012423.3 forward, 5’-CCT GGA GGA GAA GAG GAA AG-3’ 500 126 
  reverse, 5’-TTG AGG ACC TCT GTG TAT TT-3’ 500  
ERα NM_000125.3 forward, 5'-CTC CCA CAT CAG GCA CAT-3' 500 94 
  reverse, 5'-CTC CAG CAG CAG GTC ATA-3' 500  
AR NM_000044.3 forward, 5’-ATG TGG AAG CTG CAA GGT CT-3’ 500 126 
  reverse, 5’-CGA AGA CGA CAA GAT GGA CA-3’ 500  
PgR NM_000926.4 forward, 5’-AGC TCA CAG CGT TTC TAT CA-3' 500 101 
  reverse, 5'-CGG GAC TGG ATA AAT GTA TTC-3' 500  
KLK3 NM_001648.2 forward, 5'-TGT CCG TGA CGT GGA TT-3' 500 107 
  reverse, 5'-ACG AGA GGC CAC AAG CA-3' 500  
DDC NM_001082971.1  forward, 5'-GAA GTC GGT CCT ATC TGC AAC-3' 500 112 
  reverse, 5'-ACT CCA CTC CAT TCA GAA GGT-3' 500  
Bcl-2 NM_000633.2 forward, 5'-GTG GAT GAC TGA GTA CCT GAA C-3' 300 119 
  reverse, 5'-GCC AGG AGA AAT CAA ACA-3' 300  
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表 2.  
AI耐性再発症例の内訳 
 
初発時年齢 中央値 63 歳（48-72 歳） 
再発部位 所属リンパ節 11例   
  胸壁 5例   
  肺 4例   

























表 4. AI耐性再発乳癌の初発時・再発時の免疫組織化学結果 
 
 
 原発組織 再発組織 








AR    陽性 
       陰性 
12   13 
9 8 

























表 5. 全 21例の初発・再発時の免疫組織化学結果  
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